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z sugestig [10.11], iz podczas cyklicznych odksztalcen na-
stepuje destrukcja twardych domen i/lub wymieszanie seg-
mentéw sztywnych i gietkich. RYSUNEK 2 przedstawia po-
rownanie ksztattu petli histerezy nr. 50 000 dla polimerow
testowanych przy stalym, cyklicznym obcigzeniu. Znacz-
nie szersze pole petli histerezy kopolimeru poliuretanowe-
go w poréwnaniu do kopolimeru PED moze wskazywad na
znaczne zmiany strukturalne, a w konsekwencji wieksze
rozpraszanie energii | wieksze pelzanie, jak wspomniano
wczesniej.

Whioski

Metoda petli histerezy moze by¢ z powodzeniem stoso-
wana do oceny wiasciwosci zmeczeniowych w odniesie-
niu do zjawiska petzania dla poli(alifatycznofaromatyczne-
go-estru) (PED), bedacego multiblokowym elastomerem
termoplastycznym. Kopolimer PED wykazuje znacznie
mniejsze petzanie tj. mniejsze odksztalcenie pod wphywem
przytozonego w warunkach dynamicznych obciazenia w po-
rownaniu do kopolimeru poliuretanowego o poréwnywal-
nej twardosci (Shore A 80).

CEL A I
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Wstep

Zakazenia koscl trudno poddajg sie leczeniu i zazwy-
czaj wymagaja diugotrwate kuracji antybiotykami. Migjsco-
we deponowanie odpowiednio skutecznego antybiotyku
bezposrednio do ogniska zakazenia zwicksza skutecznosd
leczenia i eliminuje skutki ogdlnego, diugotrwatego wpty-
wu leku na caty organizm. Materiatem mogacym dobrze
spetniac funkcje nosnika antybiotyku, szczegolnie w chi-
rurgii kosel, sg porowate implanty korundowe o wysokim
stopniu biozgodnosci.. W Instytucie Szkta i Ceramiki w
Warszawie opracowano porowate implanty korundowe w
postaci pianki (45 ppi) z nosnikiem z hydroksypropylome-
tylocelulozy HPMC firmy Fluka oraz porowate twarzywo
korundowe z nognikiem z poli(alkeholu winylu) PAW firmy
Shin-Etsu. Z obu rodzajéw materialow przygotowano im-
planty z dodatkiem antybiotykow [1-4],

-
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Introduction

The bone infections pose the significant clinical problem
and in most cases they need a long antibiotics treatment.
The effectiveness of the treatment could be increased by

. the local deposition of the antibiotics, what additionally de-

creased the general effect of the long lasting antibiotic treat-
ment in human patients. Among the matetials which could
be used as the effective drug carriers, especially in bone
surgery, are porous corundum implants of the high
biocompatibility. At the Institute of Glass and Ceramics in
Warsaw two different materials were worked out: the po-
rous corundum in the form of foam (45 ppi) with the
hydroxypropylomethyl-cellulose carrier (HPMC made by
Fluka Co.) and porous corundum with the poly(vinyl alco-
hol) carrier (PAW made by Shin-Etsu). From these both
materials the implants containing antibiotics were prepared.
[1-3].

The main target of the study was the comparative as-
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_elem badan byta ocena poréwnawcza w warunkach in
o porowatych tworzyw korundowych z dodatkiem anty-
- ovkow nowe| generacjl,

Sadania cytotoksycznosci sg szybkim, wystandaryzo-
2nym. czutym testem dla okreslenia czy dany materiat
c=wiera znaczaee llosci, biologicznie szkodliwych substan-
= Wysoka czutosc tych testow jest wynikiem izolacji kul-

- komorkowych, a zatem braku mechanizmaw ochron-
"y ch, kiore towarzysza komdrkom wewnatrz ciata. Pozy-
~wne wyniki badan cytotoksycznych moga by wezesnym
csirzezeniem, ze badany materiat zawiera wiecej toksycz-
~vch substancji anizeli dopuszcza poziom kliniczny [5].

Materiat i metoda badan

Badaniu dziatania cytotoksycznego poddano nastepu-
ace implanty:

i. Pianki korundowe z nosnikiem HPMC bez antybiotyku
ub z dodatkiem nastepujgcych ilosci antybiotykow: 27,5
mg ceftriaksonu (Biotrakson, firmy Bioton) lub 21,5 mg cy-
profloksacyny (firmy GZF Polfa Grodzisk Mazowiecki) lub
16 mg wankomycyny (Edicin, firmy Lek).

2. Porowate tworzywo korundowe z nasnikiem PAW bez
antybiotyku lub z dodatkiem nastepujgcych ilosci antybio-
tykéw: 23,5 mg ceftriaksonu lub 26,5 mg cyprofloksacyny
lub 16,5 mg wankomycyny.

Wszystkie implanty przygotowane byly przez proznio-
we nasgczanie nosnika kerundowego odpowiednim nosni-
Kiem polimerowym zawierajgcym w/w antybiotyki, Bezpo-
srednio po nasaczeniu probki zamrozono (temp.-18°C), a
nastepnie wysuszono metoda liofilizacji.

Badania dziatania cytotoksycznego przeprowadzono
metodg bezposredniego kontaktu na fibroblastach mysich
3T3 Balb/C zatozonych na plytkach Petriego w ilosci 0,5 x
106 kazda. Kazdy materiat oceniano na 9 hodowlach ko-
morek (po 3 na kazdy dzien badania). Hodowle komarko-
we inkubowano w temperaturze 37°C z dodatkiem 5%
CO,. Zmiany ilosciowe i morfologiczne w hodowlach ko-
markowych oceniono po 24 , 48§ 72 h. Do oceny zastoso-
wano barwienie czerwienia obojetng i biekitem ftrypanu.
Wyniki ilosciowe badan poddano analizie statystyczne;.

Wyniki badan

Implanty korundowe bez antybiotykow

Po 24, 48172 hw hodowlach po kontakcie z probkami
z pianki korundowej z nosnikiem HPMC i tworzywa korun-
dowego z nognikiem PAW komarki przylegaty do podioZa i
miaty prawidtowe cechy morfologiczne. Nie stwierdzono
aglutynacji, wakuoclizacji, oddzielania od podtoza ani lizy
blon komérkowych. Proliferacja komdrek byta prawidtowa i
pe 72 h komarki tworzyty kolonie. llosé komarek zywych,
po kontakcie z implantami w postaci pianki korundowej z
HPMC, po 72 h byta nieistotnie wyzsza niz w hodowli ma-
cierzystej. Natomiast ilos¢ komarek zywych, po kontakcie
z porowatymi implantami karundowymi z PAW byta nie-
istotnie nizsza niz w hodowli macierzystej. llos¢ kamarek
martwych po 72h, w przypadku pianki korundowej z HPMC
wynosita 2%, a w przypadku porowatego tworzywa karun-
dowego z PAW - 3% catkowitej liczby fibroblastéw, i byta
porownywalna z odsetkiem komorek martwych w hodow-
lach macierzystych -2% (RYS. 1, 2).
Implanty korundowe z dodatkiem ceftriaksonu

Po 24, 48 1 72 h w hodowli po kontakcie z prabkami z
pianki korundowej z HPMC i tworzywa korundowego z no-
snikiem PAW z dodatkiem ceftriaksonu komarki ulegty sil-
nemu obkurczeniu, aglutynacji i odklejeniu od podioza. Pro-
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sessment "in vitro" of the porous corundum implants with
the new generation antibiotics added.

The evaluation of the cytotoxicity are quick, sensitive and
standardized tests for the assessment of the biological im-
purities in the tested sample. The high sensitiveness of these
tests s the result of isolation of cell culture, which as such
have no defense mechanism which are present in the hu-
man body. The positive results of the cytotoxicity tests could
be the early warning, that the material in question contains
more toxic substances then this is allow at the clinical level

4]
Materials and methods

The study of cytotoxicity effects was carried on the fol-

towing implant materials;

1. corundum foams with the HPMC carrier. without antibi-
otic or with the antibiotic of the following dosages: 27,5 mg
cephtriaxon (Biotrakson, Bioton Co.) or 21,5 mg
cyprophloxacine (GZF Polfa Co., Grodzisk Mazowiecki) or
with 16 mg wankomyeine (Edicin, Lek Co.);

2. porous corundum stuff with PAW carrier without antibi-
otic or with the antibiotics of the following dosages: 23.5
mg cephtriaxon (Biotrakson, Bioton Co.) or 26,5 mg
cyprophloxacine (GZF Polfa Co., Grodzisk Mazowiecki) or
with 16,5 mg wankomycine (Edicin, Lek Co.).

All implants were prepared by the vacuum soaking of
the corundum materials with the proper polymer carrier with
aforementioned antibiotics. Immediately after the materials
have been soaked the samples were frozen at -18°C, and
later all were dried by liophilisation.

Evaluation of the cytotoxicity was carried out by the
method of direct contact on mouse fibroblast 373 Balb/C
set up on Petri dishes at 0,5 x 106 each. Each sample was
evaluated on 9 cell cultures (3 each tested day). The cell
cultures were incubated at +37°C with 5% CO. added. The
quantity and morphological changes in the cell cultures were
assessed after 24, 48 and 72 hours. For this purpose the
dyed methods with neutral red and trypane blue were used.
The guantitative results of these tests underwent the statis-

tical analysis.

Results

Corundum implants without antibiotics

After 24, 48 and 72 hours in the cell cultures which had
the contact with the samples of corundum foam with HPMC
carrier and with the porous corundum stuff with PAW car-
rier (both without antibiotics) all cells were properly adhered
to the bed and had proper morphological character. No ag-
glutination, vacuolization, separation from the bed neither
lysis of the cell's walls were observed. Proliferation of the

cell was correct and yet after 72 hours the cells formed

proper colonies. The quantity cf the living cells after the
contact with the implants in the form of corundum foam with
HPMC carrier after 72 hours was higher then in the control
cell culiure but of no statistical importance. On the other
hand the quantity of the living cells after contact with po-
rous corundum implants was lower then in control culture,
but as well of no statistical importance. Dead cell quantity
after 72 hours of contact with corundum foam with HPMC
was at the level of 2%, while in case of porous corundum
with PAW at the level Of 3% of the total number of fibroblasts
and both was at the comparable level of dead celis counted
for the control cultures -2% (FIG. 1, 2).
Corundum implants with cephtriaxon

After 24, 48 and 72 hours in the cell cultures which had
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liferacja komérek w stosunku do wyjsciowej liczby komo-
rek byta bardzo mata i wzrosta nieistotnie w porownaniu do
wyjsciowej liczby komdrek. Liczba martwych komarek wy-
niosta 74% dla pianki korundowej z HPMC i 80% dla poro-
watego tworzywa korundowego z PAW. Po 48 h w hodow-
lach stwierdzono identyczne, jak po 24 h, zmiany morfolo-
giczne komérek. Liczba martwych komorek wzrosta do 95
% w przypadku pianki korundowsj z HPMC i do 100% w
przypadku porowatego tworzywa korundowego z PAW. Po
72 h odsetek komdrek martwych wyniost 100, a cata ho-
dowla ulegta zniszczeniu .
Implanty korundowe z dodatkiem cyprofloksacyny
Po 24 h w hodowli po kontakcie z prébkami z pianki
korundowej z nosnikiem HPMC i tworzywa korundowego z
nosnikiem PAW z dodatkiem cyprofloksacyny komérki ule-
gty silnemu obkurczeniu i aglutynacji. Tylko niewielki pro-
centkomorek byt przyklejony do podioza. Stwierdzono 80%
komaorek martwych w przypadku pianki korundowej z HPMC
i 80% w przypadku tworzywa korundowego z PAW. Proli-
feracja komérek w stosunku do wyjsciowej liczby komarek
bylta bardzo mata | wzrosta nieistotnie w poréwnaniu do
wyjsciowej liczby komérek. Po 48h liczba martwych komo-
rek wzrosta do 90 % w przypadku pianki korundowej z
HPMC i do 100% w przypadku porowatego tworzywa ko-
rundowego z PAW. Po 72 h procent komérek martwych
wynidst 100, a hodowle ulegly catkowitemu zniszczeniu. W
kazdym terminie badan, w polu widzenia, stwierdzono czar-
ne masy, kiére swiadczyly o wytraceniu cyprofloksacyny.
Implanty koerundowe z dodatkiem 16 mg wankomycyny
Po 24, 48, 72h w hodowlach po kontakeie z prébkami z
pianki korundowej z nosnikiem HPMC | tworzywa korun-
dowego z nosnikiem PAW z dodatkiem wankomycyny, ko-
morki przylegaty do podioza i miaty prawidtowe cechy mor-
fologiczne. Nie stwierdzono aglutynacji, wakuolizacji, od-
dzielania od podioza ani lizy blon komorkowych. We wszyst-
kich hodowlach obserwowano duzg liczbe komérek w po-
dziatach iich prawidlowa proliferacje. Liczba komdrek wzro-
sta istotnie w poréwnaniu do liczby wyjsciowej oraz w po-
rownaniu do prob z ceftriaksonem i eyprofloksacyna. Po
48172 h w hodowlach stwierdzono nieistotnie wyzszg licz-
be komorek martwych w porownaniu do hodowli kantrol-
nej. We wszystkich hodowlach obserwowano pojedyncze
powiekszone komorki z ziarmnistosciami cytoplazmatyczny-
mi. Po 24 h nie stwierdzono komorek martwych, a po 72 h

ticzha komérek x 10

RYS. 2. Catkowita liczba fibroblastéw mysich 3T3
Balb po kontakcie z implantami z porowatego
tworzywa korundowego z nosnikiem PAW i z
dodatkiem antybiotykdw. :
FIG. 2. The total number of mouse 3T3 Balb
fibroblasts after the contact with porous
corundum implants containing PAW and
antibiotics.
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RYS. 1. Catkowita liczba fibroblastéw mysich 3T3
Balb po kontakcie z implantami w postaci pianki
korundowej z nosnikiem HPMC i z dodatkiem
antybiotykow.

FIG. 1. The total number of mouse 3T3 Balb
fibroblasts after the contact with corundum foam
implants containing HPMC and antibiotics.

the contact with the samiples of corundum foam with HPMC
carrier and with the porous corundum stuff with PAW car-
rier both with added cephtriaxon, cells were subject of the
strong deformation and agglutination, and did not adhere to
the bed. Cell's proliferation, as referred to the initial number,
was very low and did not increase significantly. The quan-
tity of dead cells was at the level of 74% for corundum foam
with HPMC and even 80% for porous corundum with, After
48 hours the observed morphological changes of the cells
were similar to those after 24h. The quantity of dead cells
increased up to 95 % and 100% for corundum foam with
HPMC and porous corundum with PAW respectively. After
72 hours the in both cases all cells were dead (100%) and
the cultures were destroyed.
Corundum implants with cyprophloxacine

After 24 hours in the cell cultures with the contact with
samples of corundum foam with HPMC and porous corun-
dum with PAW, both with cyprophloxacine, the cells were
subject of the strong shrinking and agglutination. Only small
quantity of the cells were still adhered to the bed. The 80%
of the dead cells were noted in the case of contact with the
corundum foam with HPMC and up to 90% in case of con-
tact with porous corundum with PAW. Proliferation of the
cells in relation to their initial quantity was very low and
slightly increased. After 48h the quantity of dead cells were
atthe level of 90% and 100% for corundum foam with HPMC
and porous corundum with PAW respectively. After 72 h in
both cases all cells were dead in 100% and the cultures
were destroyed. In all investigation times, in the microscopic
field of views the black, amorphic masses were observed,
being the precipitated cyprophloxacine.
Corundum implants with 16 mg of wankomycine

After 24, 48 and 72 hours in the cell cultures which had
the contact with the samples of corundum foam with HPMC
carrier and with the porous corundum stuff with PAW car-
rier both with added wankomycine, cells were of the proper
morphological characteristic and all adhered to the bed. No
agglutination, vacualization, separation from the bed nei-
ther lysis of the cell's walls were observed. In all cultures
the high number of the mitotic cells were observed what
was the proof of their proper and fast proliferation. The quan-
tity of the cells in the culture in contact with tested materials
increased significantly as compared to their initial number
and as compared to the culture in contact with other tested
antibiotics, i.e. cephtriaxon and cyprophloxacine. After 48
and 72 hours in the cultures the higher number of dead
cells were noted as compared to control culture but of no
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